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MELANGES DE POLYSACCHARIDES DERIVES D'HEPARINE. LEUR 
PREPARATION ET LES COMPOSITIONS PHARMACEUTIOUES LES 

CONTENANT 

La presente invention conceme des melanges de polysaccharides derives d'heparine, 
5 leur precede de preparation et les compositions pharmaceutiques les contenant. 

L'heparine est un melange de mucopolysaccharides sulfates d'origine animale, utilisee 
notamment pour ses proprietes anticoagulantes et antithrombotiques. 

L'heparine presente cependant des inconvenients qui limitent les conditions de son 
utilisation. En particulier, son activite anticoagulante (activite anti-IIa) importante 
1 0 peut occasionner des hemorragies. 

Des heparines de has poids moleculaire obtenues par depolymerisation basique 
d'esters d'heparine ont ete proposees (EP40144); cependant ces produits ont encore 
une activite anti-IIa importante. 

L'invention est relative a des melanges de polysaccharides derives d'heparine 
15 possedant une activite plus selective vis-a-vis du facteur X active (facteur Xa) et du 
facteur II active (facteur Ila) que l'heparine. 

La presente invention a plus parti culierement pour objet les melanges de 
polysaccharides sulfates possedant la structure generale des polysaccharides 
constitutifs de l'heparine et presentant les caracteristiques suivantes : 

20 - ils ont un poids moleculaire moyen de 1500 a 3000 daltons, une activite anti-Xa de 
100 a 150 Ul/mg, une activite anti-IIa de 0 a 10 Ul/mg et un rapport activite anti- 
Xa/activite anti-IIa superieur a 10, 

- les polysaccharides constitutifs des melanges contiennent 2 a 26 motifs 
saccharidiques et ont un motif acide glucuronique-4,5 insature 2-O-sulfate a Tune de 
25 leurs extremites, 

sous forme d'un sel de metal alcalin ou alcalinoterreux. 



Comme sel de metal alcalin ou alcalinoterreux, sont preferes les sels de sodium, 
potassium, calcium et magnesium. 



.... ■* 
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Le poids moleculaire moyen est determine par chromatographie liquide haute pression 
en utilisant deux colonnes en serie par exemple celles commercialisees sous le nom 
de TSK G3000 XL et TSK G2000 XL. La detection est realisee par refractometrie. 
L'eluant utilise est du nitrate de lithium et le debit est de 0,6 ml/min. Le systeme est 
5 calibre avec des standards prepares par fractionnement de Tenoxaparine (AVENTIS) 
par chromatographie sur gel d'agarose-poly aery I amide (IBF). Cette preparation est 
realisee selon la technique decrite par Barrowcliffe et coll., Thromb. Res., 12, 27-36 
(1977-78) ou D.A. Lane et coll., Thromb. Res., 12, 257-271 (1977-78). Les resultats 
sent calcules a Taide du logiciel GPC6 (Perkin Elmer). 

10 L'activite anti-Xa est mesuree par la methode amidolytique sur un substrat 
chromogenique decrite par Teien et coll., Thromb. Res., 10, 399-410 (1977), avec 
comme etalon le premier etalon international des heparines de bas poids moleculaire. 

L'activite anti-Ila est mesuree par la technique decrite par Anderson L.O. et coll., 
Thromb. Res., 15, 53 1-541 (1979), avec comme etalon le premier etalon international 
1 5 des heparines de bas poids moleculaire. 

De preference, les melanges selon I'invention ont une activite anti-IIa de 0 a 5 Ul/mg. 

Encore plus preferentiellement, les melanges presentent un rapport activite anti- 
Xa/activite anti-IIa superieur a 25. 

Les melanges d'oligosaccharides selon I'invention peuvent etre prepares par 
20 depolymerisation d'un sel d*ammonium quatemaire de Tester benzylique de Theparine 
en milieu organique, au moyen d'une base organique forte de pka superieur a 20 ou 
d'imidazolate de sodium, transformation du sel d'ammonium quatemaire de Tester 
benzylique de Theparine depolymerisee en sel de sodium, saponification de Tester et 
eventuellement purification. 

25 Le sel d'ammonium quatemaire de Tester benzylique de Theparine est de preference le 
sel de benzethonium, de cetylpyridinium ou de cetyltrimethyl ammonium. 

La depolymerisation s'effectue generalement au sein d'un solvant organique inerte tel 
qu'un solvant chlore (dichloromethane par exemple), le tetrahydroflirane, Tanisole, a 
une temperature de -20°C a 40°C. 



3 



Comme base organique forte de pka superieur a 20, on peut utiliser le 1,5,7- 
triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene, la 2-tert-butylimino-2-diethylamino- 1 ,3- 

dimethylperhydro-l,3,2-diazaphosphorine, les bases de la famille de ia guanidine et 
des phosphazenes. 

Les bases de la fajnille des guanidines sont de preference celles de formule : 

N 



R5^ .R2 
N N 

I I 
R4 R3 

dans laquelle Rj est hydrogene ou alkyle, R2, R3, R4 et R5 identiques ou differents 
representent chacun un radical alkyle. 

Plus particulierement, R] est hydrogene et Ri, R3, R4 et R5 sont des radicaux methyle. 

10 Les bases organiques fortes apparentees a la famille des phosphazenes sont definies 
par exemple selon R . Schwesinger et coll., Angew. Chem. Int. Ed . Engl. 26, 1 167- 
1 169 (1987), R . Schwesingeret coll., Angew. Chem. 105, 1420(1993). 

Parmi les bases de la famille des phosphazenes on utilise, de preference, celles de 
formule : 

R3 

R2 N P4 

\ / 

R1 — N=P — N — R5 

N — R6 
/ 

15 

dans laquelle les radicaux Ri a R7 sont identiques ou differents et representent des 
radicaux alkyle. 

Dans les formules precedentes, les radicaux alkyle contiennent 1 a 6 atomes de 
carbone en chaine droite ou ramifiee. 

20 Avantageusement, le rapport en mole base organique forte de pka superieur a 20 ou 
imidazolate de sodium/sel d'ammonium quatemaire de Tester benzylique de I'heparine 
est compris entre 0,2 et 5 et, de preference, entre 1 et 4. 



Plus parti culierement, le taux d'esterification du sel d'ammonium quatemaire de Tester 
benzylique de I'heparine est compris entre 50 et 100% et, de preference, entre 70 et 
90%. Ce taux d'esterification correspond au pourcentage molaire d'esterification des 
acides uroniques de I'heparine. 

La transformation du sel d'ammonium quatemaire de Tester benzylique de I'heparine 
depolymerisee en sel de sodium est effectuee, generalement, par traitement du milieu 
reactionnel avec une solution alcoolique d'acetate de sodium et, de preference, avec 
une solution a 10% d'acetate de sodium dans le methanol (poids/volume), a une 
temperature comprise entre 15 et 25°C. L'equivalent en poids d'acetate ajoute est 
preferentiellement 3 fois superieur a la masse de sel d'ammonium quatemaire de 
Tester benzylique de I'heparine engage dans la reaction de depolymerisation. 

La saponification s'effectue generalement au moyen d'un hydro xyde de metal alcalin 
tel que la soude, la potasse, Thydroxyde de lithium, en milieu aqueux, a une 
temperature comprise entre 0 et 20°C et, e preference, entre 0 et 10°C. On utilisera de 
fa^on generale de 1 a 5 equivalents molaires d'hydroxyde de metal alcalin. De 
preference, la saponification sera realisee en presence de 2 a 3 equivalents molaires 
d'hydroxyde de metal alcalin. 

Le produit final peut eventuellement etre purifie par toute methode connue de 
purification des heparines depolymerisees et notamment selon la methode decrite 
dans le brevet EP 0037319. De preference, on purifie au moyen de peroxyde 
d'hydrogene, en milieu aqueux, a une temperature de 10 a 50°C. De preference, cette 
operation sera realisee entre 20 et 40°C. 

Le sel d'ammonium quatemaire de Tester benzylique de I'heparine peut etre prepare 
selon le schema reactionnel suivant : 

a) transformation de I'heparine sous forme de sel de sodium au moyen du chlorure de 
benzethonium pour obtenir Theparinate de benzethonium, 

b) esterifi cation du sel de benzethonium obtenu precedemment au moyen du chlomre 
de benzyle et traitement par une solution alcoolique d'acetate de sodium pour obtenir 
le sel de sodium de Tester benzylique de I'heparine, 
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c) transalification du sel de sodium de Tester benzylique de I'heparine en sel 
d'ammonium quatemaire et, de preference en sel de benzethonium, de cetylpyridinium 
ou de cetyltrimethylammonium, 

La reaction de Tetape a) est realisee en milieu aqueux, par action du chlorure de 
5 benzethonium en.exces, sur i'heparine sous forme de sel de sodium, a une temperature 
voisine de 15 a 25°C. De maniere avantageuse, le rapport molaire chlorure de 
benzethonium/heparine sous forme de sel de sodium est compris entre 2 et 3 et plus 
particulierement 2,5. 

L'heparine sous forme de sel de sodium de depart utilisee est de preference une 
1 0 heparine de pore. Celle-ci peut etre prealablement purifiee pour diminuer son taux de 
dermatane sulfate selon le procede decrit dans le brevet FR2663639. 

L'esterification de I'etape b) s'effectue de preference au sein d'un solvant organique 
chlore (chloroforme, chlorure de methylene par exemple), a une temperature comprise 
entre 25 et 45°C et, de preference entre 30 et 40*^0. L'ester sous forme de sel de 

1 5 sodium est ensuite recupere par precipitation au moyen d*acetate de sodium a 1 0% en 
poids/volume dans un alcool tel que le methanol. On emploie generalement 1 a 1,2 
volume d'alcool par volume de milieu reactionnel. La quantite de chlorure de benzyle 
et le temps de reaction sont adaptes pour obtenir un taux d'esterification compris entre 
50 et 100% et, de preference, entre 70 et 90%. De fa9on preferentielle, on utilise 0,5 

20 a 1,5 partie en poids du chlorure de benzyle pour 1 partie en poids du sel de 
benzethonium de I'heparine. De meme, de fa(;on preferentielle, le temps de reaction 
sera compris entre 10 et 35 heures. 

La transalification de I'etape c) s'effectue au moyen d'un chlorure d'ammonium 
quatemaire et, de preference, au moyen de chlorure de benzethonium, de chlorure de 
25 cetylpyridinium ou de chlorure de cetyltrimethylammonium, en milieu aqueux, a une 
temperature comprise entre 10 et 25°C. De maniere avantageuse, le rapport en mole 
chlorure d'ammonium quatemaire/sel de sodium de Tester benzylique de I'heparine est 
compris entre 2 et 3. 

Les melanges selon Tinvention sous forme de sel de sodium, peuvent etre transformes 
30 en un autre sel d'un metal alcalin ou alcalinoterreux. On passe eventuellement d'un 
sel a Pautre en utilisant la methode decrite dans le brevet US4 168377. 
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Les melanges selon T invention ne sont pas toxiques et peuvent ainsi etre utilises 
comme medicaments. 

Les melanges de la presente invention peuvent etre utilises comme agents 
antithrombotiques. En particulier, ils sont utiles pour la prevention des thromboses 
5 veineuses, des accidents thrombotiques arteriels, notamment dans le cas d'infarctus du 
myocarde. lis sont egalement utiles dans la prevention et le traitement de la 
proliferation des cellules musculaires lisses, I'angiogenese, et comme agent 
neuroprotecteurs de I'athero sclerose et de rarteriosclerose. 

La presente invention conceme egalement les compositions pharmaceutiques 
10 contenant comme principe actif un melange de polysaccharides selon I'invention 
eventuellement en association avec un ou plusieurs excipients inertes. 

Les compositions pharmaceutiques sont par exemple des solutions injectables par 
voie sous-cutanee ou intraveineuse. Elles sont egalement utiles par voie pulmonaire 
(inhalation). 

1 5 La posologie peut varier en fonction de I'age, du poids et de I'etat de sante du patient. 
Pour un adulte, elle est en general comprise entre 20 et 100 mg par jour par voie 
intramusculaire ou sous-cutanee. 

Les exemples suivants illustrent I'invention. 

EXEMPLE A ; PREPARATION DU SEL DE BENZETHONIUM DE L'ESTER 
20 BENZYLIQUE DE L'HEPARINE 

Heparinate de benzethonium 

A une solution de 10 g d'heparine sous forme de sel de sodium dans 100 ml d'eau a 
une temperature voisine de 20°C, on ajoute une solution de 25 g de chlorure de 
benzethonium dans 125 ml d'eau. Le produit est filtre, lave a I'eau et seche. 

25 Ester benzylique d'heparine (sel de sodium) 

A une solution de 20 g d'heparinate de benzethonium dans 80 ml de chlorure de 
methylene, on ajoute 16 ml de chlorure de benzyle. La solution est chauffee a une 
temperature de 30°C pendant 12 heures. On ajoute alors 108 ml d'une solution a 10% 
d'acetate de sodium dans le methanol, filtre, lave au methanol et seche. On obtient 
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ainsi 7,6 g d'ester benzylique d'heparine sous forme de sel de sodium dont le taux 
d'esterification est de 77%. 

Ester benzylique d'heparine (sel de benzethonium) 

Dans un erlenmeyer A de 2 litres, on introduit 36 g (0,0549 mole) d'ester benzylique 
5 d'heparine (sel de sodium) et 540 ml d'eau distillee. Apres homogeneisation a une 
temperature d'environ 20°C, on obtient une solution jaune pale. Sous agitation 
magnetique, on prepare dans un erlenmeyer B de 1 litre, une solution de 64,45 g 
(0,1438 mole) de chlorure de benzethonium et de 450 ml d'eau. La solution de 
I'erlenmeyer B est coulee en environ 35 minutes dans la solution de remenmeyer A 

1 0 sous agitation. On observe la formation d'un precipite blanc abondant. L'erlenmeyer B 
est rince avec 200 ml d'eau distillee et I'eau de lavage est introduite dans l'erlenmeyer 
A. L'agitation est alors arretee et on laisse deposer la suspension pendant 12 heures. 
La partie limpide du sumageant est prelevee et ecartee. Sur le precipite sedimente 
(aspect de bouillie), on ajoute 560 ml d'eau et on agite pendant 20 minutes. On laisse 

1 5 re-sedimenter le precipite en 30 minutes environ. Le sumageant est preleve et ecarte 
(560 ml). Sur le precipite sedimente, on renouvelle deux fois cette operation de lavage 
par environ 560 ml d'eau distillee. Dans la demiere operation de lavage, on laisse le 
precipite en suspension et on filtre sur Verre Fritte 3. Le gateau est ensuite lave par 4 
fois 200 ml d'eau distillee. Le solide blanc humide est essore puis seche sous pression 

20 reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine de 60°C. Apres 12 heures de sechage, on 
obtient 87,5 g d'ester benzylique d'heparine, sel de benzethonium. Le rendement 
obtenu est de 94,9%. 

EXEMPLE 1 

Depolymerisation et transformation en sel de sodium : 

25 Dans un erlenmeyer A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichloromethane. Sous 
agitation, on charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'ester benzylique d'heparine (taux 
d'esterification : 77%, sel de benzethonium) obtenu comme decrit dans I'exemple A. 
Apres dissolution complete, on ajoute 1,32 g (0,00948 mole) de 1,5,7- 
triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene. On agite a une temperature voisine de 20°C, pendant 

30 3 heures et 30 minutes. Pendant ce temps, on prepare a 4°C dans un erlenmeyer B, 
une solution de 12 g d'acetate de sodium dans 120 ml de methanol. Sous agitation 
magnetique, le melange reactionnel de l'erlenmeyer A est coule dans la solution 
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methanolique d'acetate de sodium. Un precipite jaune gelatineux quasi-translucide 
apparait. L'agitation est alors arretee et on laisse decanter la suspension pendant une 
heure. La partie limpide du sumageant est prelevee et ecartee (62 ml). Sur le precipite 
sedimente (aspect de bouillie jaune), on ajoute 50 ml de methanol et on agite pendant 
5 20 minutes. On laisse re-sedimenter le precipite 30 minutes environ. Le sumageant est 
preleve et ecarte (49 ml). Sur le precipite sedimente, on ajoute 50 ml de methanol et 
on agite pendant 20 minutes. Le precipite en suspension est ensuite filtre sur Verre 
Fritte 4. Le gateau jaune d'or obtenu est ensuite lave par 2 fois 25 ml de methanol. Le 
solide humide est essore puis seche sous pression reduite (2,7 kPa), a une temperature 
10 voisine de 60°C. Apres 12 heures de sechage, on obtient 1,21 g d'heparine 
depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium). Le rendement obtenu est de 77,2%. 

Saponification : 

Dans un erlenmeyer de 25 ml, on introduit 1,21 g (0,0018 mole) de I'heparine 
depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium) obtenue precedemment et 11 ml 

15 d'eau- Sous agitation magnetique, on introduit 0,18 ml (0,0018 mole) de lessive de 
soude a 30%. Apres addition, le melange est refroidi a 4°C et agite pendant 2 heures. 
On ajoute 1,43 g de NaCl et on neutralise la solution par ajout d'HCl a 1 mole/1 
(14 ml). Le melange est transvase dans un erlenmeyer de 100 ml et 52 ml de methanol 
sont ajoutes. On observe la formation d'un precipite jaune. L'agitation est alors arretee 

20 et on laisse sedimenter la suspension pendant 12 heures a une temperature voisine de 
20°C. Le sumageant est ensuite preleve puis ecarte (44 ml). Sur le precipite sedimente 
(aspect de bouillie jaune), on ajoute 25 ml de methanol et on agite pendant 
20 minutes. On laisse re-sedimenter le precipite 30 minutes environ. Le sumageant est 
preleve et ecarte (21 ml). Sur le precipite sedimente, on ajoute 25 ml de methanol et 

25 on agite pendant 20 minutes. Le precipite en suspension est ensuite filtre sur Verre 
Fritte 3. Le gateau jaune clair obtenu est ensuite lave par 2 fois 10 ml de methanol. Le 
solide humide est essore puis seche sous pression reduite (2,7 kPa), a une temperature 
voisine de 60°C. Apres 12 heures de sechage, on obtient 0,66 g d'heparine 
depolymerisee bmte (sel de sodium). Le rendement obtenu est de 60%. 

30 Purification : 

Dans un erlenmeyer de 10 ml, on introduit 0,66 g d'heparine depolymerisee brute 
obtenue precedemment et 5,9 ml d'eau distil lee. Le melange est porte a 40°C sous 
agitation magnetique. Par addition de soude a 0,1 mole/1, on porte le pH entre 9 et 10 
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et on ajoute 33 microlitres d*une solution aqueuse de peroxyde d'hydrogene a 30%. 
Apres environ 2 heures d'agitation, on ajoute 0,65 g de chlorure de sodium. Le 
melange est ensuite neutralise par ajout d'HCl a 0,1 mole/1. La solution est ensuite 
filtree et tranvasee dans un erlenmeyer de 25 ml. On coule 23,3 ml de methanol. On 
5 observe la formation d'un precipite blanc. L'agitation est alors arretee et on laisse 
sedimenter la suspension pendant 12 heures a une temperature voisine de 20°C. Le 
sumageant est ensuite preleve puis ecarte (5 ml). Sur le precipite sedimente (aspect de 
bouillie), on ajoute 5 ml de methanol et on agite pendant 20 minutes. On laisse re- 
sedimenter le precipite 30 minutes environ. Le sumageant est preleve et ecarte (5 ml). 

10 Sur le precipite sedimente, on ajoute 5 ml de methanol et on agite pendant 
20 minutes. Le precipite en suspension est ensuite filtre sur Verre Fritte 3. Le gateau 
blanc obtenu est ensuite lave par 2 fois 5 ml de methanol. Le solide humide est essore 
puis seche sous pression reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine de 60°C. Apres 
12 heures de sechage, on obtient 0,51 g d'un melange purifie de polysaccharides (sel 

1 5 de sodium). Le rendement obtenu est de 77,2%. 

Les caracteristiques de ce melange sont les suivantes : 
Poids moleculaire moyen : 1600 daltons 
Activite anti-Xa : 94 Ul/mg 
Activite anti-IIa : < 0,1 Ul/mg 
20 Rapport activite anti-Xa/activite anti-IIa : > 100 
EXEMPLE 2 

Depolymerisation et transformation en sel de sodium : 

Dans un erlenmeyer A de 100 ml, on introduit 70 ml de dichloromethane. Sous 
agitation, on charge lentement 10 g (0,00595 mole) d'ester benzylique d'heparine 

25 (taux d'esterification : 77%, sel de benzethonium) obtenu comme decrit dans 
I'exemple A. Apres dissolution complete, on ajoute 1,7 ml (0,00587 mole) de 2-tert- 
butylimino-2-diethylamino- 1 ,3-dimethyI-perhydro- 1 ,3,2-diazaphosphorine. A une 
temperature voisine de 20*^C, on laisse la reaction se poursuivre pendant environ 
3 heures et 30 minutes. Pendant ce temps, on prepare a 4°C dans un erlenmeyer B, 

30 une solution de 30 g d'acetate de sodium dans 300 ml de methanol. Sous agitation 
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magnetique, le melange reactionnel de rerlenmeyer A est coule dans la solution 
methanolique d'acetate de sodium. Un precipite jaune gelatineux quasi-translucide 
apparait. L'agitation est alors arretee et on laisse decanter la suspension pendant une 
heure. La partie limpide du sumageant est prelevee et ecartee (204 ml). Sur le 
precipite sedimente (aspect de bouillie jaune), on ajoute 125 ml de methanol et on 
agite pendant 20 minutes. On laisse re-sedimenter le precipite 30 minutes environ. Le 
sumageant est preleve et ecarte (162 ml). Sur le precipite sedimente, on ajoute 125 ml 
de methanol et on agite pendant 20 minutes. Le precipite gelatineux en suspension est 
ensuite filtre sur Verre Fritte 3. Le gateau gelatineux jaune obtenu est ensuite lave par 
2 portions de 63 ml de methanol. Le solide gelatineux est essore puis seche sous 
pression reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine de 60°C. Apres 12 heures de 
sechage, on obtient 3,34 g d'heparine depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium). 
Le rendement obtenu est de 85,3%. 

Saponification : 

On saponifie 1,67 g d'heparine depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium) 
precedemment obtenue selon le procede de saponification decrit dans Texemple 1 . On 
obtient 0,94 g d'une poudre jaune clair. Le rendement en heparine depolymerisee 
brute (sel de sodium) est de 61%. 

Purification : 

On purifie 0,94 g d'heparine depolymerisee brute (sel de sodium) precedemment 
obtenue selon le procede de purification decrit dans I'exemple 1. On obtient 0,71 g 
d'une poudre blanche. Le rendement est de 75,5%. 

Le melange purifie de polysaccharides (sel de sodium) obtenu presente les 
caracteristiques suivantes : 

Poids moleculaire moyen : 2500 Daltons 

Activite anti-Xa : 146,6 Ul/mg 

Activite anti-IIa : 2,15 Ul/mg 

Rapport activite anti-Xa/activite anti-lIa : 68 
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EXEMPLE 3 

Depolymerisation et transformation en sel de sodium ; 

Dans un erlenmeyer A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichloromethane. Sous 
agitation, on charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'ester benzylique dlieparine (taux 
5 d'esterification : 77%, sel de benzethonium) obtenu selon I'exemple A. Apres 
dissolution complete et refroidissement a 2°C, on ajoute 0,333 g (0,00239 mole) de 
l,5,7-triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene. A une temperature voisine de 20°C, on laisse la 
reaction se poursuivre pendant environ 3 heures et 30 minutes. Pendant ce temps, on 
prepare a 4°C dans un erlenmeyer B, une solution de 12 g d'acetate de sodium dans 

10 120 ml de methanol. Sous agitation magnetique, le melange reactionnel de 
Terlenmeyer A est coule dans la solution methanolique d'acetate de sodium. Un 
precipite jaune apparait. L'agitation est alors arretee et on laisse decanter la 
suspension pendant une heure. La partie limpide du sumageant est prelevee et ecartee 
(90 ml). Sur le precipite sedimente (aspect de bouillie jaune), on ajoute 50 ml de 

15 methanol et on agite pendant 20 minutes. On laisse re-sedimenter le precipite 
30 minutes environ. Le sumageant est preleve et ecarte (61 ml). Sur le precipite 
sedimente, on ajoute 50 ml de methanol et on agite pendant 20 minutes. Le precipite 
en suspension est ensuite filtre sur Verre Fritte 4. Le gateau obtenu est ensuite lave 
par 2 fois 25 ml de methanol. Le solide humide est essore puis seche sous pression 
20 reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine de 60°C. Apres 12 heures de sechage, on 
obtient 1,19 g d'heparine depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium). Le solide 
est jaune intense. Le rendement obtenu est de 75,9%. 

Saponification : 

On saponifie 1,19 g d'heparine depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium) 
25 precedemment obtenue selon le procede de saponification decrit dans I'exemple 1 . On 
obtient 0,78 g d'une poudre jaune clair. Le rendement en heparine depolymerisee 
brute (sel de sodium) est de 7 1 ,5%. 

Purification ; 

On purifie 0,78 g d'heparine depolymerisee brute (sel de sodium) precedemment 
30 obtenue selon la methode de purification decrite dans I'exemple 1. On obtient 0,58 g 
d'une poudre blanche. Le rendement est de 72,5%. 
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Le melange purifie de polysaccharides (sel de sodium) obtenu presente les 
caracteristiques suivantes : 

Poids moleculaire moyen : 2700 Daltons 

Activite anti-Xa : 100,1 Ul/mg 

5 Activite anti-IIa : 3,3 Ul/mg 

Rapport activite anti-Xa/activite anti-IIa : 27,3 

EXEMPLE 4 

Depolymerisation et transfomiation en sel de sodium : 

Dans un erlenmeyer A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichloromethane. Sous 

10 agitation, on charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'ester benzylique de I'heparine 
(taux d'esterification : 77%, sel de benzethonium) obtenu comme decrit dans 
I'exemple A. Apres dissolution complete et a 2°C, on ajoute 0,6 ml (0,00222 mole) de 
2-tert-butylimino-tris(dimethylamino)phosphorane. A une temperature voisine de 
0*^C, on laisse la reaction se poursuivre pendant environ 3 heures et 30 minutes. 

1 5 " Pendant ce temps, on prepare a 4°C dans un erlenmeyer B, une solution de 1 2 g 
d'acetate de sodium dans 120 ml de methanol. Sous agitation magnetique, le melange 
reactionnel de I'erlenmeyer A est coule dans la solution methanolique d'acetate de 
sodium. Un precipite jaune gelatineux quasi-translucide apparait. L'agitation est alors 
arretee et on laisse decanter la suspension pendant une heure. La partie limpide du 

20 sumageant est prelevee et ecartee (108 ml). Sur le precipite sedimente (aspect de 
bouillie jaunatre), on ajoute 50 ml de methanol et on agite pendant 20 minutes. On 
laisse re-sedimenter le precipite 30 minutes environ. Le sumageant est preleve et 
ecarte (60 ml). Sur le precipite sedimente, on ajoute 50 ml de methanol et on agite 
pendant 20 minutes. Le precipite blanc jaunatre en suspension est ensuite filtre sur 

25 Verre Fritte 4. Le gateau obtenu est ensuite lave par 2 fois 25 ml de methanol. Le 
solide est essore puis seche sous pression reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine 
de 60°C. Apres 12 heures de sechage, on obtient 1,22 g d'heparine depolymerisee 
(ester de benzyle, sel de sodium). Le rendement obtenu est de 77,8 %. 
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Saponification : 

On saponifie 1,22 g d'heparine depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium) 
precedemment obtenue selon le protocole de saponification decrit dans rexemple 1. 
On obtient 0,69 g d'une poudre jaune tres clair, Le rendement en heparine 
5 depolymerisee brute (sel de sodium) est de 61 ,6%. 

Purification : 

On purifie 0,69 g d'heparine depolymerisee brute (sel de sodium) precedemment 
obtenue selon le protocole de purification decrit dans Texemple 1. On obtient 0,67 g 
d'une poudre blanche. Le rendement est de 97,1%. 

10 Le melange purifie de polysaccharides (sel de sodium) obtenu presente les 
caracteristiques suivantes ; 

Poids moleculaire moyen : 2900 Daltons 

Activite anti-Xa : 145,2 Ul/mg 

Activite anti-IIa : 4,5 Ul/mg 

1 5 Rapport activite anti-Xa/activite anti-IIa : 32,6 

EXEMPLE 5 

Depolymerisation et transformation en sel de sodium : 

Dans un ballon A de 50 ml, on introduit 28 ml de dichloromethane. Sous agitation, on 
charge lentement 4 g (0,00238 mole) d'heparinate de benzyle (taux d'esterifi cation : 

20 77%, sel de benzethonium). Apres dissolution complete et a 40°C, on ajoute 0,95 g 
(0,00949 mole) d'imidazolate de sodium. Au reflux du dichloromethane, on laisse la 
reaction se poursuivre pendant environ 4 heures. Pendant ce temps, on prepare a 4°C 
dans un erlenmeyer B, une solution de 12 g d'acetate de sodium dans 120 ml de 
methanol. Sous agitation magnetique, le melange reactionnel de I'erlenmeyer A est 

25 coule dans la solution methanolique d'acetate de sodium. Un precipite jaune 
gelatineux quasi-translucide apparait. L'agitation est alors arretee et on laisse decanter 
la suspension pendant une heure. La partie limpide du sumageant orange est prelevee 
et ecartee (88 ml). Sur le precipite sedimente (aspect de bouillie orange), on ajoute 
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50 ml de methanol et on agite pendant 20 minutes. On laisse re-sedimenter le 
precipite 30 minutes environ. Le sumageant est preleve et ecarte (51 ml). Sur le 
precipite sedimente, on ajoute 50 ml de methanol et on agite pendant 20 minutes. Le 
precipite orange en suspension est ensuite filtre sur Verre Fritte 4. Le gateau obtenu 
5 est ensuite lave par 2 fois 25 ml de methanol. Le soHde est essore puis seche sous 
pression reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine de 60°C. Apres 12 heures de 
sechage, on obtient 1 ,34 g d'heparine depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium). 
Le rendement obtenu est de 76,6%. 

Saponification : 

10 On saponifie 1,2 g d'heparine depolymerisee (ester de benzyle, sel de sodium) 
precedemment obtenue selon le protocole de saponification decrit dans I'exemple 1 . 
On obtient 0,63 g d*une poudre beige. Le rendement en heparine depolymerisee brute 
(sel de sodium) est de 52,5%, 

Purification : 

15 On purifie 0,63 g d'heparine depolymerisee brute (sel de sodium) precedemment 
obtenue selon la methode de purification decrite dans I'exemple 1 . On obtient 0,42 g 
d'une poudre blanc beige. Le rendement est de 66,7%. 

Le melange purifie de polysaccharides (sel de sodium) obtenu presente les 
caracteristiques suivantes : 

20 Poids moleculaire moyen : 2250 Daltons 

Activite anti-Xa : 134,5 Ul/mg 

Activite anti-IIa : 1,5 Ul/mg 

Rapport activite anti-Xa/activite anti-IIa : 90,5 
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REVENDICATIONS 

1 - Melanges de polysaccharides sulfates possedant la structure generale des 
polysaccharides constitutifs de I'heparine et presentant les caracteristiques suivantes : 

- ils ont un poids moleculaire moyen de 1500 a 3000 daltons, une activite anti-Xa de 
100 a 150 Ul/mg, une activite anti-IIa de 0 a 10 Ul/mg et un rapport activite anti- 
Xa/activite anti-IIa superieur a 10, 

- les polysaccharides constitutifs des melanges contiennent 2 a 26 motifs 
saccharidiques et ont un motif acide glucuronique-4,5 insature 2-O-sulfate a Tune de 
leurs extremites, 

sous forme d'un sel de metal alcalin ou alcalinoterreux. 

2 - Melanges selon la revendication 1 sous forme de sel de sodium, de potassium, de 
calcium ou de magnesium. 

3 - Melanges selon I'une des revendications 1 ou 2 ayant une activite anti-IIa de 0 a 
5 Ul/mg. 

4 - Melanges selon I'une des revendications 1 a 3 presentant un rapport activite anti- 
Xa/activite anti-IIa superieur a 25. 

5 - Precede de preparation des melanges de la revendication 1 caracterise en ce que 
Ton depolymerise un sel d'ammonium quatemaire de Tester benzylique de I'heparine 
en milieu organique, au moyen d'une base organique forte de pka superieur a 20 ou 
d'imidazolate de sodium, transforme le sel d'ammonium quatemaire de Tester 
benzylique de Theparine depolymerisee en sel de sodium, saponifie Tester et 
eventuellement purifie le produit. 

6 - Precede selon la revendication 5 pour lequel le sel d'ammonium quatemaire de 
Tester benzylique de Theparine est le sel de benzethonium, de cetylpyridinium ou de 
cetyltrimethylammonium. 

7 - Precede selon la revendication 5 pour lequel la base organique forte de pka 
superieur a 20 est choisie parmi le l,5,7-triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene, la 2-tert- 
butylimino-2-diethyIamino- 1 ,3-dimethylperhydro- 1 ,3,2-diazaphosphorine, les bases 
de la famille de la guanidine et des phosphazenes. 
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8 - Procede selon la revendication 7 pour lequel les bases de la famille des guanidines 
sont celles de formule : 




dans laquelle R, est hydrogene ou alkyle, R2, R3, R4 et R5 identiques ou differents 
representent chacun un radical alkyle, les radicaux alkyle ayant 1 a 6 atomes de 
carbone en chaine droite ou ramifiee. 

9 - Procede selon la revendication 8 pour lequel Ri est hydrogene et R2, R3, R4 et R5 
sont des radicaux methyle. 

10 - Procede selon la revendication 7 pour lequel les bases de la famille des 
phosphazenes sont celles de formule : 

R3 

R2 — N P"^ 
\ / 
RI — N=P— N — R5 

N — R6 

/ 
R7 

dans laquelle les radicaux Ri a R7 sont identiques ou differents et representent des 
radicaux alkyle contenant 1 a 6 atomes de carbone, en chaine droite ou ramifiee. 

1 1 - Procede selon Tune des revendications 5 a 10 pour lequel le rapport en mole base 
organique forte de pka superieur a 20 ou imidazolate de sodium/sel d'ammonium 
quatemaire de Tester benzylique de Theparine est compris entre 0,2 et 5. 

1 2 - Procede selon Tune des revendications 5 a U pour lequel le sel d'ammonium 
quatemaire de Tester benzylique de Theparine a un taux d'esterification compris entre 
50 et 100%. 

1 3 - Procede selon Tune des revendications 5 a 1 2 pour lequel la transformation du sel 
d'ammonium quatemaire de Tester benzylique de Theparine depolymerisee en sel de 
sodium est effectuee par traitement du milieu reactionnel avec une solution alcoolique 
d'acetate de sodium. 
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14 - Procede selon Tune des revendications 5 a 13 pour lequel la saponification 
s'effectue au moyen d'un hydroxyde de metal alcalin. 

15 - Procede selon Tune des revendication 5 a 14 pour lequel la purification s'effectue 
au moyen de peroxyde d'hydrogene. 

16 - Compositions pharmaceutiques comprenant en tant que principe actif un melange 
selon Tune des revendications 1 a 4. 
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